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(57) Abstract 

Magnetic particles have a substantially pore-free outer glass surface, or an outer glass surface with pores having less than 10 nm 
^Sbl^Son ^ W 3 SUrfaCC m preferably USed to isolate logical materials from samples. They ensure a rapid 

(57) Zusammenfassung 

,ic i n * to * nB * , *t Par ^ ke i mit Ciner ^ uBeren Glasoberflach e> die im wesentlichen porenfrei ist Oder Porcn cines Durchmessers von weniger 
als 10 nm aufweist sowie ferromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache, sind bevorzugt einsetzbar bei der Isolierung ™S2 
Matenalien aus Proben. Sie gewahren eine rasche und zuverlassige Reinigung. woiogiscnen 
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Magnetisches Pigment 



Gegenstand der Erfindung sind magnetische Partikel mit einer Glasoberflache, Verfahren 
- Renugung ernes biologischen Materials, insbesondere von Nukleinsfcuren unteTvT 
wendung von Glaspartikeln in Gegenwart chaotroper Salze, Verfahren zur Isolierung dieser 

Salzen in Losungen mit niednger Konzentration an Salzen. 

Manche biologischen Materialien, insbesondere Nukleinsauren, stellen im Hinblick auf ihre 

^ se LT " I mMk±m UmgebUn8 b6SOndere ^rungen- einen sind 
» sehr genngen Konzentrationen vorhanden und zum anderen befinden sie sich oft in 
Nachbarschaft vieler anderer fester und geloster Substanzen, die ihre Isolierung be- 
ziehungsweise Bestimmung, beeintrachtigen. 

In jungerer Zeit hat es daher nicht an Versuchen gefehlt, Verfahren und Materialien zur Iso- 
herung yon NukleinsSuren aus ihrer natariichen U mg ebung vorzuschlagen Aus Proc Nad 
Acad. USA 76, 615 - 619 (1 979) ist die Bindung von Nukleinsauren aus AgJos^n 
Gegenwart von Natriumjodid in gemahlenem Flintglas beschrieben. 

an Glt! i0 H Che r ^ *" " ™ ^ * * ^ V ° n P,aSmid ™* aus Bakterien 
an Glasstaub ,n Gegenwart von Natriumperchlorat beschrieben. 

In DE-A 37 34 442 ist die Isolierung von einzelstrangiger M13 Phagen-DNA an Glas- 
faserfiltem durch Ausfallung der Phagenpartikel mit mfe von EssigLre und Lyse 1 

2~ : n 7h p rr at beschrieben - Die an die G,a " er 

auren werden nach Waschen nut einem methanolhaltigen Puffer in Tris/EDTA-Puffer elu- 
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Nnklainsaura von VenZZl T^"" SaUCsi " , 8 e " V™****, wobei die 

Tachnik amwadar Zentrifc^Z ^ P Z " "W ««* <™ Stand der 

GiasfasarfiUar vanvandaTCl W 7 ? D " rC ^" «• H^kaitan durch 

-va^ ng ^t^ 

SalzundEftaaolbaachriabJ uS^^T."*^**^™ 
Losunganinel dur, h 17 Agghmnat wird von dem urspritaglichan 

Vialzahl von fastan und salostan S Jr. 7 Nuklainsauran ,st, sondam aina 

— "icn, n*glicb, avlTvo^a! : S!Z 7T- *° " " — V ~ 
tionen in aosraichanda™ MaBa au antfall ^ ""»""■«*• *«*- 

* US- A ., 2 33, 169 ist e, ^ QIas bescWebeni ^ ^ ^ 

<U. von ainar xn^^S^^ ° l — * - «*- * Obar- 

rung von bioiogischan fT 8 "" ^ ^ k ™ » 

warda, wann La in Vo^T « ~ 

diesa kovalan, an Biotin gabnndan sind V °' bere ' W "S s «*"« » -odifizian wardan, daB 
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Gegenstand der Erfindung sind magnetische Partikel mit einer auBeren Glasoberflache die 
on wesentlichen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger als 10 nm auf- 
weist. Ein weiterer Gegenstand sind ferromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache 
Verfahren zur Isolierung biologischer Materialien, insbesondere von NukleinsSuren sowie 
Verfahren zur Herstellung magnetischer Glaspartikel. 

Als Partikel bezeichnet der Fachmann feste Materialien mit einem geringen Durchmesser 
Manchmal beze 1C hnet man solche Partikel auch als Pigmente. Im Sinne der vorliegenden ' 
Erfindung sind besonders Partikel geeignet, die eine durchschnittliche KorngroBe von 
weniger als 100 um haben. Besonders bevorzugt weisen sie eine durchschnittliche Korn- 
gr6Be von zwischen 10 und 60 um auf. Bevorzugt ist die KorngroBenverteilung relativ 
homogen, msbesondere liegen nahezu keine Teilchen < lOum oder > 60 um vor. 

Als magnetisch werden Materialien bezeichnet, die durch einen Magnet angezogen werden 
konnen, d. h. beispielsweise ferromagnetische oder superparamagnetische Materialien Als 
magnensch werden auch Materialien verstanden, die als weich magnetische Materialien be- 
zeichnet werden, z. B. Ferrite. Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung sind ferro- 
magnetische Materialien, insbesondere wenn sie noch nicht vormagnetisiert wurden Unter 
Vormagnetisierung ist in diesem Zusammenhang das Inkontaktbringen mit einem Magneten 
ru verstehen, wodurch die Remanenz erhoht wird. Besonders bevorzugt sind ferromagne- 
tische Materialien, wie z. B. Magnetit (Fe 3 0 4 ) oder Fe 2 0 3 . 

Unter einer auBeren Oberflache eines Partikels wird die zusammenhangende Oberflache ver- 
standen, von der in Richtung auf die Umgebung des Partikels Senkrechte gebildet werden 
konnen, die dasselbe Partikel nicht noch einmal schneiden. 

Unter eine Pore wird eine Ausnehmung in der auBeren Oberflache des Partikels verstanden, 

dl l° berflache SOWeh in das Partike ' hineinreicht, dafl eine in der Ausnehmung 
auf der Oberflache gebildete gedachte Senkrechte in Richtung auf die nachstliegende Um- 
gebung des Partikels das Partikel mindestens Imal schneidet. Poren reichen auBerdem tiefer 
als em Radius der Pore in das Partikel hinein. 

Unter einem Glas im Sinne der vorliegenden Erfindung wird ein siliciumhaltiges amorphes 
Material verstanden. Das Glas kann weitere Materialien enthaltenen, z. B. 
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30 %), 


A1 2 0 3 
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20 %), 


CaO 
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20 %), 


BaO 
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10%), 


K 2 0 


CO- 


20 %), 


N 2 0 


Co- 


20 %), 


MgO 
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18%), 


Pb 2 0 3 


Co- 


15 %). 



emiesen Umer dm Gesich,^™* ~ l Z ° d » Sili " 
Border haben ^ i-^^^^Th^ 
wurde ein Glas der Zusanunenserzung sit v»o wT ! t WOTV01 ' 
Some der Erfindung sind GBser die d^lh f ^""^ beV0r2u «« ta 

schJieBendes Troctaen und T S ° 8Hmnte " <*'-So.pr 02 eB u„d an- 

Ge. science - The physics and chendsrry ,^ ^^T^ " S °' 
und SO-Ge, Optics, Processing and A^Ucanon^a C Ed ^ 
Pubhshers 1994, Sei,e 450 sowie in DE-A-^! m^^ 0 * 
und DE-A-421 74^5 u • u ' ue - A -3719339, DE-A-41 17041 

Egenschaften haben, war nicht zu eJL , TT! Nukleinsauren, ganZ uberraschende 

^cHcsbndenden^n^Tr^rBTrn^^ ^ ™ 
sammen mil Oriden und Salzen 21 v 3> 2 3> '° 2 ' Zr ° 2 . Ge0 2 zu " 

.eieg, und " " ™" 

alununiumsilikatglas aufgefuhre. Hemellung von emem Natriumboro- 

N ° OH * B !0j + ^ + si(OR)4 ^ 



NaOH + B ,o 3 + <A1(0H)i> 



<Si(OH)„> 
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OH 
I I 

B-O-AI-Si-OH 
I 

0- 

Na+ 



Gel 



(Na 2 O B 2 0 3 Al 2 0 3 Si0 2 ), 



'Glas 



Durch die Zugabe von Wasser wird der HydrolyseprozeB der Ausgangskomponenten in 
Gang gesetzt. Die Reaktion verlauft relativ rasch, da die Alkaliionen katalytisch auf die 
Hydrolysegeschwindigkeit des Kieselsaureesters einwirken. Nach Ablauf der Gelbildung 
kann das entstehende Gel getrocknet und durch einen thermischen ProzeB zu einem Glas 
verdichtet werden. 

Das Mengenverhaltnis Sol/Pigment hat einen erheblichen EinfluB auf die Ausbeute an erfin- 
dungsgemaBen magnetischen Pigment. Grenzen sind dadurch gegeben, daB der Pigmentan- 
teil so genng ,st, daB eine noch pump- und spruhfahige Masse entsteht. Bei zu geringem 
Pigmentanteil wird der Feinanteil, z. B. von nicht-magnetischem Material zu groB und start 
Als un Hinbhck auf die Pigmentausbeute zweckmaBige Mengenverhaltnisse wurden 10 bis 
25 g Pigment/100 ml Sol gefunden. 

Die Aufschlammung wird zur Entstehung eines Pulvers bevorzugt durch eine Duse ver- 
spruht und das Aerosol auf einer Fallstrecke getrocknet. Die Duse wird bevorzugt geheizt 
urn dl e Trocknung der Aufschlammung zu beschleunigen. Abhangig von der Geometrie der 
Duse betragt die Dusentemperatur bevorzugt ca. 120 bis 200°C. Ein KompromiB wird ge- 
funden durch ausreichende Verdampfungsgeschwindigkeit, jedoch Vermeiden von Ver- 
spntzen. 

Im Hinblick auf die Ausbeute ist die Verdichtungstemperatur moglichst hoch zu wahlen 1st 
s.e jedoch zu hoch, verkleben die Partikel untereinander und es bilden sich Agglomerate die 
herausgesiebt werden sollten. Die Nachbehandlung unter Luft fuhrt bei zu hohen Tempera- 
turen zti emem Verlust der magnetischen Eigenschaften, weshalb zu hohe Temperaturen 
vermieden werden sollten. 

Unter einer im wesentlichen porenfreien Oberflache wird eine Oberflache verstanden, die zu 
weniger als 5 %, bevorzugt weniger als 2 %, besonders bevorzugt weniger als 0.1 %, mit 
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Poren der oben stehenden Definition durchsetzt ist Sollten P 

Magnetise, sind kristdju" iTn T * ^ * Km * — * 
Gtamers, welche nich, von L M Ch, . P ° r0S ' D,e K 8 ™* «* ** Oberflache des 

Schick, ober*^ T£££Z ma[ T a * ** ™" «*« «~ 
nicbt-po^ aaaobernTche" »*~«W. • «*0 -* *. in, wesenriichen 

wenn die Oberflache nur von im w e ^tr T por6s sein ^ 

lange NukletaSuren sehr wenig o^erZ^T^ ^'S^' *■*— «— 

den. Dm Material des Kerns is, tobeTh ' ^ * wer- 

S*ch ^nig b8denklich . me Her^eUunldererfT "* *™ — <*°<°" 

— wenig eufwendig und kos^fg "^^^ P »*« ^ber binaus 

nun berausgeateU, Bs ha, rich 

aogen sind, erhebliebe Voneile ™ " "* *" GU *">^e aber- 

Sotoge die ferror^gne.iscben otbT ~. ***** «*— • 

menrieren sie ausachLicb ZL^ZlZ™ fT*" "~ "™ * ■* 
und schneU wieder zu -*j££?££TT f ^ *"* S*""'" *** 
veriauft dabri bevorzug, Lsl^s 1 ^ f •, ^'"""S «*- MagnetfeldeinfluB 
Oberilacbe. Dies g* ZZZZZZZZ^***** M — " " «» 
konnen auf einfache Weise mittels ein^M fOT °™gnetischen Partkel 

tosiglcei, w Z£*rr ™ *- — »* der Proben- 

iisierien bioiogiscben J^^T" *" ^ "* dM 
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Die Glasoberflache der erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel kann porenfrei sein 
Oder aber Poren enthalten. Aus den oben genannten Griinden fur die erfindungsgemaBen 
magnetischen Partikel ist es bevorzugt, daB die auBere Oberflache auch der ferromagne- 
tischen Partikel im wesentlichen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger 
als 10 nm aufweist. Auch die erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel haben bevor- 
zugt eine KorngroBe zwischen 10 und 60 urn, besonders bevorzugt 20 und 50 urn Be- 
sonders bevorzugt sind Partikel, bei denen eventuell in der Oberflache vorhandene Poren 
emen Durchmesser von weniger als 10, besonders bevorzugt 1 nm haben. Bin Beispiel fiir 
emen erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel ist der oben genannte VerbundstofF 
aus Glimmer- und Magnetitpartikeln, umschlossen von einer Glasschicht. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Isolierung eines biologischen 
Materials durch 

- Inkontaktbringen einer Probe, die das biologische Material in einer Flussigkeit enhalt, 
mit den erfindungsgemaBen magnetischen Partikeln oder den erfindungsgemaBen 
ferromagnetischen Partikeln unter Bedingungen, bei denen das biologische Material an 
diePartikeloberflache bindet, und 

- Abtrennung des biologischen Materials von der Flussigkeit. 

Unter biologischen Materialien werden Materialien auf partikularer oder molekularer Basis 
verstanden. Hierzu gehoren insbesondere Zellen, z. B. Viren und Bakterien aber auch 
humane und tierische isolierte Zellen, wie Leukozyten, sowie immunologisch aktive nieder- 
und hochmolekulare chemische Verbindungen, wie Haptene, Antigene, Antikorper und 
Nukleinsauren. Besonders bevorzugt sind Nukleinsauren, z. B. DNA oder RNA. 

Proben im Sinne der Erfindung sind beispielsweise klinische Proben, wie Blut Serum 
Mundspulflussigkeit, Urin, Zerebralflussigkeit, Sputum, Stuhl, Punktate und Knochenmark- 
proben. Die Probe kann auch aus dem Bereich der Umweltanalytik, der Lebensmittelanaly- 
tik oder der molekularbiologischen Forschung, z. B. aus Bakterienkulturen, Phagenlysaten 
und Produkten von Amplifikationsverfahren, z. B. PCR, stammen. 

ErfindungsgemaB haben die magnetischen Partikel einen inneren Kern, auf den die auBere 
Glasoberflache aufgebracht ist. Bei dem Kern kann es sich urn einen VerbundstofF, jedoch 
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auch urn einfache Eisenkeme handeln D^r Km u 

glasartigen Struktur bestehen, in die Eisenoxid eingelagert ist. 

Hert ^w^M^UMw^naJivarn^^o^^^ '^'m^ tnodifiziertes biologisches Material iso- 

-« wurde. Dies scWieBt J*Jf- ^'f *" '"^ 

aua. Soli™ beispieisweise Zellen £Z f^ 6 ™* Bas.and.eile dar Probe 

werden, so sollen auch diese in der nativen Form H T u f NuktaM& ™ i*>tier, 

«— d-J^t^Si od^ ^ "*« «- 

dieser Verfahren is, ZZb °^ PMdcanschar Na.ur sain Auch erne Kotnbination 

ode, durchtZg d^S'tf T *f ^ *"* 

Eimviricung von P™eZ» oH r' De,er8en2,en ° der cha °«">P* SalzlOsungen, oder duteh 

Manual, 2nd Addition, Cold Sori„„ b k VT Molei:ular Cloning, A Laboratory 
und Ausube, « al. Cu^! rZif^T, """T ^ C ° ld Harbour, NY 

verwiesen. 

n MolecuI ar Biology 1 987, J. Viley and Sons, NY, 

hahen. Dieae Probe d e bevoZtTT T ? S '° ffe fa eiMr 

unter Bedingungen, deZtiTae ^ -** FO "" 

iaia geDracnt. Die Bedingungen hierfur hangen von 
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der Art des biologischen Materials ab, sind jedoch prinzipiell bekannt. Sie richten sich auch 
nach der Art der Bindung, uber die das biologische Material an die Oberflache gebunden 
wird. Sollen beispielsweise immunologische Wechselwirkungen fiir die Bindung ausgenutzt 
werden, so nuissen Bedingungen gewahlt werden, die fiir die Bildung von Immunkomplexen 
geeignet smd. Fur Nukleinsauren ist im Fall der modifizierten Nukleinsauren eine Bindung 
uber die Gruppen der Nukleinsauren moglich, die die Modifizierung darstellen, z. B Biotin 
uber die Bindung an mit Streptavidin beschichtete Oberflachen. Insbesondere bei Nuklein- 
sauren ist jedoch der Fall der direkten Bindung von Nukleinsauren an Glas bevorzugt unter 
^der em deshalb , weiI sich eine Modifi2iemng der Nukleins , uren erabrigt ^ ^ ' 

Nukleinsauren gebunden werden k6nnen. Die Bindung nativer Nukleinsauren an Glaspar- 
tikel kann analog zu Verfahren des Standes der Technik erfolgen. Bevorzugt erfolgt sie in 
Gegenwart chaotroper Salze, wobei die Konzentration dieser Salze zwischen 2 und 8 mol/1 
betragt, bevorzugt 4 bis 6 mol/1. Bei chaotropen Salzen handelt es sich z. B. um Natrium- 
jodit, Natnumperchlorat, Guanidininiumthiocyanat, Guanidiniumisothiocyanat oder Guani- 
diniumhydrochlorit, ist jedoch nicht auf diese Verbindungen beschrankt. 

Zum Inkontaktbringen der Probe mit den Partikeln wird die Probe mit den Partikeln ver- 
nuscht und fiir eine fur die Bindung ausreichende Zeit inkubiert. Die Lange der Inkubation 
.st dem Fachmann in der Regel aus der Behandlung mit nicht-magnetischen Partikeln be- 
kannt, erne Optimierung ist durch Durchfuhrung einer Bestimmung der Menge an immobili- 
siertem biologischem Material an der Oberflache zu verschiedenen Zeitpunkten moglich 
Fur Nukleinsauren konnen Inkubationszeiten zwischen 10 Sekunden und 30 Minuten 
zweckmaBig sein. 

Je nach GroCe und Art der magnetischen Partikel findet schon wahrend der Inkubationszeit 
eine Separation der Partikel von der Flussigkeit statt oder erhalt sich die Suspension uber 
langere Zeit. Wenn die Partikel eine sehr kleine KorngrOBe aufweisen und superpara- 
magnetisch sind, erhalt sich die Suspension tiber einen langeren Zeitraum. Handelt es sich 
um Partikel mit einer grofieren KorngrOCe, so findet bereits wahrend der Inkubation eine 
langsame Separation der Partikel von der Flussigkeit statt. Insbesondere wenn es sich um 
ferromagnetische Partikel handelt, bilden sich solche Aggregate. Fur den bevorzugten Fall 
daB die ferromagnetischen Partikel nicht vormagnetisiert sind, ist eine besonders schonende 
Reparation gewahrleistet. 

Die ImmobiUsierung findet bevorzugt nicht durch Ausfallung durch Erniedrigung der Los- 
hchkeit der zu immobilisierten Materialien statt. Stattdessen beruht die Immobilisierung auf 
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Materials mi, BUb ^ MagneZT fc " f Sebundenen 
an die Wand des Gefies „ we^d^ BCiS, "< * >MM. 

tisehen Partikel gebunden wurden rn.fr™. , J ' *' M die ma 8"«- 

Oefafle, ab, in den, die ^2^ 7, ^'^ VOn *» *■ 

Abpipetrie™ ode, Absaugen der FtafgS" ^ V " M — 

zn isoliemnde Venunreinig^l ^ '""^ * doch -* 

nnde. bevorang, durcnZSoHf W m' ^S 8 "" W " d - Dieser Waschschrit, 
zug, eine ResufpemTn fctl Waschloaung mh den Partkeln statt, wobei bevor- 
gung einea nich^L^en^ T^T " "** * * *"* «— Anle- 

Wasehldsung wJbevo™ * «• 

* ^ Trocfcnungsschritt det magne- 
wetden, wobei aucb eine Vorbebandlung mi, Aceton St V ° r8e ~ 

gischen Material urn native Nuldein«„r 7u ■ . S1Ch bel dem bioI °- 

Oberzogene Panike. J^^ITh"? unt glas- 

gem Safegetafc von d^t^emt TT ^ *" Elu — " •* niedri- 
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ElutionspufFer Tris. In einer anderen besonderen Ausfuhrungsform handelt es sich bei dem 
ElutionspufFer urn entmineralisiertes Wasser. 

In einer weiteren Ausmhrungsform kann das beschriebene Reinigungs- und Isolierungsver- 
tanren ,m AnschluB an eine immunomagnetische Separation von Zellen (z. B virale Partikel 
Oder prokariontische bzw. eukariontische Zellen) aus einer Korperflussigkeit oder einem 
Gewebe erfolgen. Hierzu wird die Probe mit magnetischen Partikeln, an welche ein Anti- 
korper gegen ein Antigen auf der Zelle immobilisiert ist, z. B. unter Schutteln inkubiert 
Solche Partikel konnen erfindungsgemaBe Partikel sein, aber auch kaufliche (z B MACS 
Microbeads der Firma Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, BRD). Nach Anlegen 
eines Magnetfeldes erfolgen ein oder mehrere Waschschritte mit einer salzhaltigen 
Waschlosung. Man erhalt Partikel, an welche die gewunschten Zellen gebunden sind 
80111,661,011 werden die gebundenen Zellen in einem salzhaltigen Puffer resuspendiert In 
einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist dieser salzhaltige Puffer eine chaotrope Salzlosung 
so daS die in der Zelle vorhandenen Nukleinsauren aus den Zellen freigesetzt werden. ' 

Durch Kombination der oben beschriebenen Isolierung von Zellen mit der ebenfalls be- 
schnebenen Isolierung von Nukleinsauen, bevorzugt in ihrer nativen Form, an den erfin- 
dungsgemaflen magnetischen Partikeln, ergibt sich ein besonders vorteilhaftes Verfahren zur 
Isolierung von Nukleinsauren aus zellhaltigen Proben. Vorteil dieser Ausfuhrungsform ist 
die moghche Einfachheit (Single-Tube-Methode), hohe Sensitivitat (besonders wichtig in 
der medizinischen Mikrobiologie und Onkologie) und die leichte Automatisierbarkeit. 

Die als Folge der erfindungsgemaSen Verfahren isolierten biologischen Materialien konnen 
nun m behebiger Weise weiter verwendet werden. Beispielsweise k5nnen sie als Substrat fur 
verschiedene enzymatische Reaktionen verwendet werden. Im Falle der Nukleinsauren seien 
als Beispiel die Sequenzierung, die radioaktive oder nicht-radioaktive Markierung die 
Amplification einer oder mehrerer in ihr enthaltender Sequenzen, die Transition, die 
Hybnd,sierung mit markierten Sondennukleinsauren, die Translation oder die Ligation ge- 
nannt. E,n Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, dafl die Abtrennung des biolo- 
gischen Materials von der Flussigkeit sehr einfach ist. Im Stand der Technik wurde zur 
Sepanerung von Glaspartikeln von Verunreinigungen entweder ein Zentrifugationsschritt 
angewandt, oder im Falle der Bindung des biologischen Materials an Glasfiberfilter die 
Flussigkeit durch diese Flussigkeit gesaugt. Hierbei handelt es sich urn einen iimitierenden 
bcnntt, der die Verarbeitung von groBen Probenzahlen behindert. 
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Die Ausbeute an bioloaischen, M f ^ " gUKm Umfan 8 entfe ™ w^den 

t X^TS^ hoch ' Eine *«- 

schneUer magneriaierba, eriindungsgemaBen Pardkel si „d bevorzug, 

g« iS ' * AUftremU " 8 Nu^au™ ta efaem Agarose . 

In Figur 4 is, eta Gel der Ergebnisse ana Beiapiel A gezeigt. 

daB die ZeUen toTTitt " enthi "' * ac vorbe- 

nommen warden die Zunabe von R beiProbM '- welchen Kbrperflussigkeiten em- 

Featphaae, bevorzugt an eine Perle (Beadl TTT " e '° em 3,1 eine 

ZeUe ertcennen undLenC^ £££ * 
spielsweiae Antigene auf der ZelloblSTf Anblcorper haben aich bei- 

Phaae urn die Wand del olafieaZd I T riChte °' ^ M S ' ch " * F - 

For den Fall, daB ea ^ » die W ^ »„. 

Farraticngeachehen. InrFaHeZ n^I« f .T"* *-* 
eineaM.gnetfe.dea an die 
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den AnschlieBend findet die Zerstorung der Zellen statt, die sogenannte Lyse. Eine Mog- 
.chkeit ist durch die Behandlung der Zellen mit chaotropen Salzen gegeben. Andere Mog- 
hchkeiten sind die Einwirkung von Proteinasen und Detergenzien. 

Zu der Lysemischung werden in der bevorzugten Ausfuhrungsform die erfindungsgem^en 
Partikel zugegeben. Nach einer geeigneten Einwirkungszeit, die ttber die Beladung der 
Oberflache mit Nukleinsauren optimiert werden kann, werden die Partikel von der sie um- 
gebenden Fliissigkeit, die weitere und nicht nachzuweisende Zellbestandteile enthalt ge- 
trennt. Dies geschieht wiederum bevorzugt durch Anlegen eines magnetischen Felde's 
mittels ernes Magneten an der GefaBwand. 

Um eventuell noch anhaftende Verunreinigungen zu entfernen, wird bevorzugt mit einer 
Flusstgkeit gewaschen, die so ausgewahlt wird, daB die zu bestimmenden Nukleinsauren 
sichnicht von der Glasoberflache ablosen. Zur Entfernung der Nukleinsauren von der Glas- 
oberflache wird ein sogenannter Elutionspuffer zugegeben, der Reagenzbedingungen auf- 
weist, unter denen sich die Nukleinsauren von der Glasoberflache losen. Dies sind insbe- 
sondere Niedngsalzbedingungen. Je nach beabsichtigter Weiterbehandlung der Nuklein- 
sauren kann die Flussigkeit nun von den Partikeln getrennt und weiterbearbeitet werden Es 
ist bevorzugt, diese Abtrennung bei anliegendem Magnetfeld vorzunehmen, so dafi die Par- 
tikel separiert vorhegen. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung naher. 



WO 96/41811 



PCT/EP96/02459 



14- 



Beispiel 1 

Sr; u soie ~ «• h~ 8 ier Sole ^ nach folgenden 

Sol 1 (Si0 2 :B 2 O 3 = 73) 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 14,1 ml 0,15 MHC1 

+ 37,8 ml Trimethylborat. gabe VOn 



AnschlieCend wird das Sol 2 Stunden bei 50 «r ^ 

+ 14,1 ml 0, 15 M HC1 8 ^ Danach di * Z"gab 



e von 



Sol2(Si0 2 :B 2 03=4 1)- 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16,3 ml 0,15 MHC1 

borat. ° Igt tr °P fenwe '^ die Zugabe von + 25,6 ml Trimethyl- 



AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 °C o»h i* r* 

+ 16,3 ml 0, 15 M HC1 8ehaIte,V Danach erfol St die Zugab 



e von 



Sol3(Si0 2 :B 2 0 3 = 85:15) : 

Die Synthese wurde in einem 250 ml n.^u^u 

107,8 ml Tetraethylorthosilicat " ^ clurchgefuhrt. 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 17,5 ml 0,15 MHC1 
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Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geriihrt wird 
bis es einphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von + 19,4 mi Trimethyl- ' 
borat. } 

Anschliefiend wird das Sol 2 Stunden bei 50 °C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 17,5 ml 0,15 MHC1 



Sol 4 (Si0 2 :B 2 0 3 = 4: 1; 2 Mol% P 2 0 5 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Rahren durchgefuhrt 

100,5 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 16,3 ml 0,15 MHC1 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geriihrt wird 
bis es einphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25, 6 ml Trimethylborat 

Anschliefiend wird das Sol 2 Stunden bei 50 °C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 16,3 ml 0,15 MHC1 
+ l,63gP 2 0 5 

Sol 5 (Si0 2 :B 2 0 3 = 4:1 Mol% A1 2 0 3 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Riihrem durchgefuhrt 

100,5 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 16,3 ml 0, 15MHC1 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geriihrt wird 

bis es einphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25,6 ml Trimethylborat. 

^W^oJs^M 2 StUnde " bd 50 ° C Sehahen ' DanaCh erf0l8t ZU8abe V ° n 
+ 3,06 g A1C1 3 

Sol 6 (Si0 2 :B 2 0 3 = 4:1 Mol% Zr0 2 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Ruhren durchgefuhrt 
100,5 ml Tetraethylorthosilicat 
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+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16,3 ml 0,15 MHC1 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch welches bei R*„ m t 

* « ^ Danach erfolgt tt ^« d ^-~ ***** ^ ^ 

+ 25,6mlTnmethylborat Bioevon 
+ 5,15 ml ZWcondV^proyte, 70 Ge„ % Lsg ta ,.p , 

Sol 2 bei 860 °C und bei den iihria™ n IT C ' bei der Bes chichtung mit 

Beispiel 2 

Herstellunq von 6jm^ffi2^g3_undJ^ 

<W erha, te „ ' " ^ «* ^ 1 — ' Be- 
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Parameter 


GMP1 


GMP2 


GMP 3 


GMP 4 


Alterung des Sols (h) (30°C) 


36 


36 


36 


36 


Pigmentanteil des Sols (g/100 ml") 


5 


15 


8 


20 


Luftstrom der Duse (%\ 


100 


100 


100 


100 


Luftdruck (bar) 


6 


6 


6 


3 


DQsentemperatur (°C) 


135 


120 


130 


143 


Verdichtungstemperatur (°C) 


534 


534 


534 


615 


02-Nachbehandlune (1 Stunde) 


(300°C) 


(300°C) 


300°C) 


(400°C) 


Ausbeute an Pigment 


niedrig 


hoch 


mittel 


hoch 


DNA-Ausbeute 


niedrig 


hoch 


hoch 


hoch 



Beispiel 3 

PCRProbenvorbereitnn^ aug humanen Vnllhint magn pti^n nu* r ^ r]r} 
Isolierung der Nukleinsaure 



Von drei Glasmagnetpartikel-Chargen (GMP2 - 4) wurden je ca. 10 mg in Eppendorf 
Reakt.onsgefaBen vorgelegt. Die genauen Einwaagen sind in Tabelle 1 angegeben, es 
wurden Dreifach-Bestimmungen durchgefuhrt. 

Zu je 200 ul aufgetautem Vollblut wurden 40 ul Proteinase K (20 mg/ml, hergestellt aus 
Lyopmhsat) pipetiert und sofort gemischt. AnschlieBend wurden 200 M l BindepufFer (6 M 
Guanidin-HCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM HamstofF, 30 % Triton X-100, pH 4 4) zugege- 
ben, germscht und for 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul i-Propanol 
wurde ffir 10 Sekunden auf dem Vortex-Mischer gemischt, die Probe fur 20 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert und abermals fur 10 Sekunden wie vor gemischt. Die Magnet- 
separation erfolgte fur wenigstens 30 Sekunden im Magnetpartikelseparator von Boehringer 
Mannheim (Id,Nr. 1 641 794). Der IJberstand wurde abgenommen und wie weiter unten 
beschrieben analysiert. 
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Die Magnetpartikel wurden mit ieweik inn . i ™ - 

HCI, pH 7,5 (25°C> 80 V E T T„ (20 n.MNaO, ,0*TH, 

*L u d To tlr } dur ; h 10 Sekunden ^ ' — «— b- 

Aufarbeitung des Oberstandes 

uad dann mit 2 x 200 „1 auf 70T F '"«-Tub e w,rd kurz trocken Kmrifugieit 

erneute Zentri- 



Analyse der Eluate und des Probenub 



erstandes 



50 ^1 der Eluate bzw der iih^r t u 
beil20Vfiir90Minuten 

aufgetrennt S^osegel elektrophoretisch 



^t:r^"or\^ d ^^^---2 6 o 

,k ° n 710 (Kontron ) spektroskopisch vermessen. 
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Zwei 5 pi Aliquots der Eluate wurden als Doppelbestimmung durch Expand™ Long 
Template PCR (Boehringer Mannheim, Id.-Nr. 1681834) mit spezifischen Primern fur das 
menschliche tPA-Gen (erwartete Produktlange 15 kb) uberpriift. 



M * x 1 pro Ansatz 

dNTPJe 100 mM fpj 

Primer 1, 200 ng/pl l pi 

Primer 2, 225 ng/pl l ^1 

H 2 0, bide*. 17 pi 



^ n pro Ansatz 

Expand™ Puffer, 10 x 5 ul 
Expand™ Polymerase 0,75 pi 



H 2 Q, 



bide*. 



19,25 pi 



20 pi 



25 pi 



Mix I wird in ein dunnwandiges PCR-Tube vorgelegt mit 5 pi Eluat versetzt und Mix II zu- 
gegeben. Der Ansatz wird lcurz gemischt und mit 30 pi Minearalol uberschichtet. Die An- 
satze werden in einem Perkin-Elmer Thermocycler 9600 mit folgenden Programm amplifi- 



ziert: 



2 Minuten 

10 Sekunden 
30 Sekunden 
12 Minuten 

10 Sekunden 
30 Sekunden 
12 Minuten + 
20 Sekunden pro Zyklus 

7 Minuten 
anschlieSend 



92°C 

92°C 
65°C 
68°C 

92°C 
65°C 
68°C 



68°C 
7°C 



lOZyklen 



20 Zyklen 



Die 50 pi PCR Ansatze wurden mit 10 pi Proben-Puffer versetzt und davon 45 pi in einem 
0,8 %igen Agarosegel elektrophoretisch bei 120 V fur 90 Minuten aufgetrennt. 
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Ergebnissp 




Tabelle 1 : Ausbeute an 



Nukleinsauren mit magnetischen Glaspartikeln aus 200 »l 



Blut 



Die Analyse derEluateim Aearosecel /rrr- ->\ 

beute. Die Ma„ ke , <£Tt™ ^ *«°***«>* - *- 
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15 kb Expand™ PCR 


humanes tP A Gen 






1. 


Ehiat 


2. Eluat 


GMP/2 


1 


fehlt 


+ + 




2 


+ 


+ 


+ + 




3 


+ 


+ 


fehlt 


GMP/3 


1 


+ 


+ 


+ + 




2 


(+) 


+ 


+ + 




3 




(+) 


+ + 


GMP/4 


1 


+ 


+ 


+ + 




2 


+ 




+ (+)• 




3 


+ 


+ 


fehlt 


K, BM Kontroll DNA " 



Tabelle 2. Ergebnisse Expand™ PCR 



In FIG. 3 ist ein Gel mil den Reaktionsprodulcten nach PCR-Amplifikation gezeigt. 
MWM IH ist ein Molekulargewichtsmarker (Eluat 1, oben; Eluat 2, unten). 

Beispiel 4 

Bindung von DNA-T.anpenstanriarH an magnetisrh* Glasp arrikel 

1. Vorbereitung der magnetischen Glaspartikel 

Von der Glasmagnetcharge GMP4 wurden 12 mg in Eppendorf-ReaktionsgefaBe vorgelegt. 

2. Lyse und Bindung 

In einem 1,5 ml Eppendorf-GefaB mit 12 mg magnetischen Glaspartikeln werden 900 pi 
Lysis-Puffer (4.6 M GuSCN, 45 mM Tris, 20 mM EDTA, pH 7,3) und 100 pi DNA-Probe, 
in der modellhaft DNA-Langenstandard III von Boehringer Mannheim (Katalog-Nr. 
528552) eingesetzt wurde, 2 bis 10 sec. gemischt, bis eine homogene Suspension entsteht. 
Die Losung wird 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei alle 5 min gemischt wird. 

Die Magnetseparation erfogt fur mindestens 15 sec in einem Magnetpartikelseparator. Der 
Uberstand wird abpipettiert. 
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3. Waschen und Trocknen 



Nach Entfernung des Acetons werden die Partikel 10 min bei 56 °C in, w • w 

nem Deckel getrocknet. lm Heizblock bei offe- 

4. Elution der DNA 

Die DNA wird ™ *c 50,! Ehaionspuffer (,0mM Tris-Hd, , * EDTA. „H 8 m , • 

ST--— 

5. Analyse der Eluate 

'C^rrr^rr: — 
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Die Ausbeute an DNA mit magnetischen Glaspartikeln ist in Tabelle 1 dargestellt 



Nr. 


DNA-Menge 
im Stan 

^H] 


Helligkeitsintens. 

Staruiarrl ffi/fiRu/M-tX 
utMHutu ^jvieuwcrLj 

TreKEinheitenl 


Probe 
Ta- 


Pigment/ 
Bead-Typ 


Helligkeitsintens. errechnete DNA- 
Probc (Meflwert) Mcnge auf 
rrcl.Einheitenl Gel fn^] 


errechnete DNA- 
Menge in 


Recovery 

[%] 


1 

2 
3 


200 
175 
150 


65 
51 


l 


GMP4 
LrJVLr4 


45 139 
39 120 


Probe fn^| 

695 
600 


69,5 
60,0 


4 


125 


44 












5 


100 


37 












6 


75 


25 












7 


50 


17 












8 


25 


9 












9 


10 


4 













Tabellel . Ausbeute an DNA-Langenstandard in mit magnetischen Glaspartikeln 

Das Agarosegel, das als Grundlage fur die quantitative Auswertung diente, ist in FIG. 4 
dargestellt. Es handelt sich urn ein l%iges Ethidiumbromid-gefarbtes Agarosegel. Spur 1 bis 
10 entspricht einer Verdunnungsreihe von DNA-Langenstandard EL 1: 1 ug DNA 2: 
200 ng DNA 3: 175 ng DNA 4: 150 ng DNA 5: 125 ng DNA 6: 100 ng DNA 7: 75 ng 
DNA 8: 50 ng NDA, 9: 25 ng DNA 10: 10 ng DNA. 



Spur 1 1 und 12 entspricht der von den magnetischen Glaspartikeln eluierten DNA bei Ein- 
satz von 200 ng DNA-Langenstandard. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhoferstr. 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68298 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX: 0621 759 4457 



(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Magnetisches Pigment 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN 2 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG 

(A) DATENTRDGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER IBM PC compatible 

(C) BETRIEB S SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

CD) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

(0 SEQUENZKENNZEICHEN. 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleins,ure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonuldeotid" 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
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ACTGTGCTTC TTGACCCATG GCAGAAGCGC CTTC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUXS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREEBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 

(iu) HYPOTHETIS CH: NEIN 
(xi) SEQUENZBES CHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
CCTTCACTGT CTGCCTAACT CCTTCGTGTG TTCC 
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Patentansprtiche 

Ferromagnetic Partikel mil einer Giasoberflaehe. 

Verfahren zur Isolierung eines biologischen Materia.* dureh 

denen das bioiogisehe Materia, an die ^^"^ bd 

- Abtrennung de, biologUchen Materia.* von der Fliissigke... 

8- Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren durch 

gungen, bei denen die Nukleinsauren ^ diODera achen unter Bedin- 

den kannen und UldemSauren ln nat "er Form an die Glasoberflache bin- 

- Ab ^ngdergebundenenNulcleins,urenvonderFlassi g keit. 
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9. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafl die Ab- 
trennung mit Hilfe eines Magneten geschieht. 

1 0. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die 
magnetischen Partikel beim Inkontaktbringen mit der Probe nicht vormagnetisiert 
sind. 

1 1 . Verfahren zur Herstellung magnetischer Glaspartikel durch 

- Bereitstellung eines magnetischen Kernes und 

- UmschlieBen des magnetischen Kernes mit einer im wesentlichen porenfreien 
Glasoberflache. 

12. Verfahren gemaB Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, dafl das UmschlieBen die 
Abscheidung eines Sols auf der Oberflache und das anschlieBende Verdichten des Sols 
beinhaltet. 

13. Verwendung ferromagnetischer Glaspartikel zur Isolierung von Nukleinsauren in 
nativer Form. 
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Specimen 



FIG t 



Zugabe von 
Bead-AK-Komplex 



Immunomagn. 
Separation 



! 



Specimen-Spezif. 
Vorbehandlung 



Waschen 



Lysis der Zeilen 

mit chaotropen Salzen 



Zugabe von 
magn. Glaspartikeln 



Magnet. Separation von 
NA-GIaspartikel-Kompiex 



Waschen 

Zugabe von Eiutionspuffer 



Efution von NAs 



■ 



■ 

■ 



i 



= Nucieinsaure 

* AnaJyt (Partikei, Zelle) 
• = Bead 



ERSATZBLATT (RE6EL 26) 



= Antikorper 
• = Zeltoruchstucke 
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1 ng X DNA V38/2 V38/3 V38/4 





FIG 2 



MWMIII V38/2 | V38/3 
2 3 12 



V38/4 
1 2 




15 kb 



15 kb 



1 2 12 3 1 2 K 
V38/2 | V38/3 I V38/4 



FIG 3 



ERSATZBLATT (REBEL 26) 



WO 96/41811 



3/3 



PCT/EP96/024S9 



FIG 4 





ERSATZBLATT (REGEL 26) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inten ,nal Application No 

PCT/EP 96/02459 



tpcT IF T0 T fH N 21/00 BJECT MATFER 



According to I nternational Patent Classifi cation (IPC) or to both national classification and IPC 
B. FIELDS SEARCHED — — 



Mmirnum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 
Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 





Citation of document, wilh indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 


EP.A.O 343 934 (ALCAN INT LTD) 29 November 
1989 

see the whole document 


1-7,9-13 


X 


DE,A,43 07 262 (BERGEMANN CHRISTIAN) 8 

September 1994 

see the whole document 


1-7,9-13 


X 


GB,A,2 116 206 (KMS FUSION INC) 21 

September 1983 

see the whole document 


1-5,11 


Y 


WO, A, 88 06633 (ARNOLD LYLE JOHN JR ;NELS0N 
NORMAN CHARLES (US); REYNOLDS MARK ALA) 7 
September 1988 

see page 18, line 21 - line 27; examples 
1,2 


1-13 



-/-- 



| X| Furthcr documents are listed in the continuation of box C. 


|X | Patci tf family members are listed in annex. 


Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

"V document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 


"T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
S^uon ndCrStand P " ncIple or toBxy underlying the 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

"&T document member of the same patent family 




Date of mailing of the international search report 


11 October 1996 


0 5. 11. 35 


European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: ( + 31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Bardili, W 





page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



C(Con an uat,on) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE ReTI^I^ 



Inten nal Application No 

PCT/EP 96/G2459 



Category • 



or document, lndlcatlon , where appropnate - - 



ET AL) 19 



US, A, 4 554 088 (WHITEHEAD ROY A 
November 1985 
see the whole document 

ANAL. BIOCHEM. , 

vol. 175, 1988, 

pages 196-201, XP002015369 

W. PYERIN ET AL.: "Filter-Supported 

Preparation of Phage DNA" pportea 

cited in the application 

see the whole document 

NUCLEIC ACIDS RES., """ 

vol. 22, 1994, 

pages 4543-4, XP002015370 

T.L HAWKINS ET AL. : "DNA Purification 

s^ h^ir !i sin9a soiid- P ^« ation 

see the whole document 



Relevant to claim No. 



1-13 



1-13 



1-13 



Page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent famiiy members 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Inter. jnal Application No 

PCT/EP 96/02459 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 





on 
29 


1 1 

-11 


-89 


AT-T- 


117829 


15-02-95 










DE-D- 


68920778 


09-03-95 










DE-T- 


68920778 


18-05-95 










ES-T- 


2066851 


16-03-95 










JP-A- 


2038318 


07-02-90 

v/ Ul, 










US-A- 


5039559 


13-08-91 


DE-A-4307262 


08- 


-09 


-94 


NONE 






UD-tt-cl xD£UD 


21- 


fin 

-09 


-83 


US-A- 


4448884 


15-05-84 










CA-A- 


1191096 


ju ti/ Oj 










FR-A- 


2522678 


v!7 Oj 










JP-C- 


1306775 


JLJ Uj od 










JP-A- 


58165787 


Jw U3 Oj 










JP-B- 


60030510 


1 7-n7.AR 

1/ U/ OD 










SE-B- 


455310 


U*f — Kit -CO 










SE-A- 


8301015 


UH-uy-oj 


win A QQncCQQ 


07- 


■09- 


-88 


AT-T- 


107654 


15-07-94 










AU-A- 


1426988 

1~LU JUL) 












DE-D- 


3850273 












DE-T- 


3850273 












EP-A- 


0281390 


u/ OO 










ES-T- 


2054797 












JP-T- 


1502319 


i 7-nfi.fiQ 










KR-B- 


9600479 


HA.m .OA 
UO ""U ± - ;?0 


US-A-4554088 


19- 


11- 


■85 


CA-A.C 


1254028 












DE-A- 


3485332 












EP-A- 


0125995 


Pi .1 1 -fi/i 










EP-A- 


0357593 


1 A.n; an 
xH-uo-yu 










JP-B- 


7006986 


30-01-95 










JP-A- 


60001564 


07-01-85 










JP-A- 


8009995 


16-01-96 










WO-A- 


8806632 


07-09-88 










US-A- 


4628037 


09-12-86 










US-A- 


4695392 


22-09-87 










US-A- 


4695393 


22-09-87 










US-A- 


4698302 


06-10-87 










US-A- 


4672040 


09-06-87 



4 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inten. nales Aktenzeichen 

PCT/EP 96/02459 



A p £ L £ SS I^IZIERU NG D JES A NM ELD U NGSGEGENSTANDES 



Nach der International en Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen KUssifikation und der IPK 
B. RECHERCHIERTE GEBIETE 

Recherchierter Mindestprtifstoff (Kla.ssifikationssystem und Klassifikationssyrnbole ) 

IPK 6 C07H 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprtifstoff gehorende Veroffenthchungen, soweit diese unter die recherchierten Gebxete fallen 

Wahrend der mternationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegnffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


EP,A,0 343 934 (ALCAN INT LTD) 29. November 
1989 

siehe das ganze Dokument 


1-7,9-13 


X 


DE.A.43 07 262 (BERGEMANN CHRISTIAN) 

8. September 1994 

siehe das ganze Dokument 


1-7,9-13 


X 


GB,A,2 116 206 (KMS FUSION INC) 

21. September 1983 

siehe das ganze Dokument 


1-5,11 


Y 


W0,A,88 06633 (ARNOLD LYLE JOHN JR ;NELS0N 
NORMAN CHARLES (US) ; REYNOLDS MARK ALA) 
7. September 1988 

siehe Seite 18, Zeile 21 - Zeile 27; 
Beispiele 1,2 

-/- 


1-13 


[It] Ww^VeroffenaichungensindderFortselzungvonFeldCzu [x""| Siehe Anhang Pataitfamilie 



"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Tcchnik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 



"E" 



-L 



alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem international en 
Anmelde datum veroffentlicht wordcn ist 



Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheincn zu lassen, oder durch die das Veroffenthchungsdatum einer 
anderen im Rechcrchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

O* Veroffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, 

erne Benutzung, eine Ausstellung oder andere Maflnahmen bezieht 
P Veroffentlichung, die vor dem international en Anmeldedatum, aber nach 

deiTk hMnCnnirhtm Pnnrif^r^ntiim ir«-Arr.«H. n Uf ... I • 



* *j* * W "! ,W . , « ,U1UU 8' nacn «m international en Anmeldedaturr 

oder dem Pnontatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zumVerstandnis des der 
JExfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
ineone angegeben ist " 

"X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindune 
kann allem aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf ^ 
etTinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"V Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindune 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 1 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffenthchungen dieser Kategone in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist 



Datum des Abschlusses der international en Recherche 

ll.Oktober 1996 


Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 

0 5. f I 96 


Name und Postanschrift der Internationale Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Bardili, W 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inten nales Aktenzeichen 

PCT/EP 96/02459 




Formblatt PCT/ISA./J1B (Fom. ttU «g von Bl,« J; , Juli „ 9 ^ 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffenthchungen, die zur selben Patentfamilic gchoren 



Inter males Aktenzeichen 

PCT/EP 96/02459 



Im Recherchenbericht 
angefiihrtes Patentdokument 



Datum der 
Veroffentlichung 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
Veroffentlichung 



EP-A-G343934 



29-11-89 



AT-T- 
DE-D- 
DE-T- 
ES-T- 
JP-A- 
US-A- 



117829 
68920778 
68920778 
2066851 
2038318 
5039559 



15- 02-95 
09-03-95 
18-05-95 

16- 03-95 
07-02-90 
13-08-91 



DE-A-4307262 


08 


-09 


-94 


KEINE 






GB-A-2116206 


21- 


-09 


-83 


US-A- 


4448884 


15-05-84 










CA-A- 


1191096 


30-07-85 










FR-A- 


2522678 


09-09-83 










JP-C- 


1306775 


13-03-8fi 










JP-A- 


58165787 


30-09-83 










JP-B- 


60030510 


17-07-8*; 










SE-B- 


455310 


Ut \j i OO 










SE-A- 


8301015 


04-0Q-83 

w*T KJzt Oj 


WO-A-8806633 


07- 


■09- 


-88 


AT-T- 


107654 












AU-A- 


1426988 


26-0Q-88 
lu \jy oo 










DE-D- 


3850273 


28-07-Q4 










DE-T- 


3850273 


2Q-0Q-Q4 

C.7 \JV 










EP-A- 


0281390 

\f mm \* mW mt mr ^/ 


07-0Q-88 

v/ t/-7 OO 










ES-T- 


2054797 


1U UO -7H 










JP-T- 


1502319 


17-08-89 










KR-B- 


9600479 


08-01-96 


US-A-4554088 


19- 


11- 


•85 


CA-A.C 


1254028 


16-05-89 










DE-A- 


3485332 


23-01-92 










EP-A- 


0125995 


21-11-84 










EP-A- 


0357593 


14-03-90 










JP-B- 


7006986 


30-01-95 










JP-A- 


60001564 


07-01-85 










JP-A- 


8009995 


16-01-96 










W0-A- 


8806632 


07-09-88 










US-A- 


4628037 


09-12-86 










US-A- 


4695392 


22-09-87 










US-A- 


4695393 


. 22-09-87 










US-A- 


4698302 


06-10-87 










US-A- 


4672040 


09-06-87 



FormbUtt PCT/ISA/21Q (An hang Patentfamilie)(Juli 1992) 



